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Досліджено альго-ризобіальну взаємодію мікроорганізмів, які стимулюють утво-
рення кореневих бульбочок, активують процес азотфіксації у люцерни, позитив-
но впливають на формування фотосинтетичного апарату. Встановлено, що об-
робка насіння люцерни бульбочковими бактеріями і синьозеленою водорістю
Nostoc punctiforme, а також їх бінарними культуральними сумішами стимулює ріст
і розвиток рослин. Найефективнішими композиціями мікроорганізмів виявились
варіанти сумісної інокуляції N. punctiforme з Tn5-мутантами I-7 та Т17, які за
досліджуваними показниками перевищували відповідні їм варіанти моноіноку-
ляції.
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В існуючих на сьогодні системах землеробства центральну позицію у
розробках ефективних засобів формування високих урожаїв сільськогос-
подарських рослин посідає теорія мінерального живлення. Проте
внаслідок активного розвитку агрохімії землеробства якість продукції
погіршується через накопичення нітратів і деградацію ґрунтів. Останню,
згідно із сучасними уявленнями, треба розглядати не лише як результат
дії сукупності чинників, які знижують вміст гумусу й погіршують фізи-
ко-хімічні показники ґрунту, але і як наслідок процесів, що зводять до
мінімуму (а то і до зникнення) необхідні для гармонійного розвитку рос-
лин ґрунтові мікроорганізми [2].
Оскільки ґрунтова мікробіота є незамінною і невід’ємною складо-
вою мікробно-рослинних угруповань, одним із альтернативних шляхів
вирішення проблеми збільшення врожайності і харчової цінності сільсь-
когосподарської продукції є застосування бактеріальних препаратів [20].
Iз цими добривами у ґрунт вносяться не готові поживні речовини, а пев-
ні раси мікроорганізмів, які беруть участь в утворенні перегною, міне-
ралізації органічних речовин, перетворенні їх на легкодоступні для рос-
лин форми. Показано, що бактеріальні добрива — доволі дієвий засіб
впливу як на біологічні властивості ґрунту, так і на живлення рослин, їх
ріст і розвиток, стійкість до несприятливих умов довкілля, а також на
урожай та його якість [11, 12].
У зв’язку з цим необхідні розробка й застосування нових перспек-
тивних засобів, спрямованих на збільшення агрономічно цінних мікро-
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організмів в агроценозах [19]. Перелік таких засобів досить великий, але
насамперед — це передпосівна бактеризація сільськогосподарських куль-
тур, застосування компостів і органічних добрив, раціональний обро-
біток ґрунтів, дотримання науково обґрунтованих сівозмін [13]. Вико-
ристання бактеріальних препаратів, на думку вчених [2], має стати
обов’язковим заходом у землеробстві. З літератури відомо, що в світі
методами аналітичної селекції отримано велику кількість діазотрофів,
штами яких більш ніж у 50 разів різняться між собою за ефективністю й
активністю азотфіксації [30]. Це підтверджує перспективність та акту-
альність пошуку природних азотфіксувальних мікроорганізмів, можли-
вість створення на їх основі ефективних симбіотичних консорціумів,
придатних для використання з метою підвищення врожайності сільсько-
господарських культур за збереження навколишнього середовища від
контамінації синтетичними сполуками [23].
Перспективною в цьому плані є численна група фототрофних мік-
роорганізмів — ціанобактерій. Вони привертають увагу насамперед за-
вдяки наявності процесів фотосинтезу й азотфіксації, а також широким
спектром адаптації до різних ґрунтових і гідротермічних умов [17]. Iз по-
гляду прикладного застосування вони технологічні, що включає дешеві
середовища для культивування (відсутність у середовищах органічних
сполук та джерел мінерального азоту), швидке накопичення біомаси
навіть в екстенсивних культурах, які не потребують дорогого обладнан-
ня [27, 31]. Енергія світла, яка запасається в процесі фотосинтезу, може
використовуватись для азотфіксації, внаслідок чого накопичуються
різноманітні азотовмісні сполуки, в тім числі й білки, особливо цікави-
ми серед яких є фікобіліпротеїди — специфічне «білкове депо» клітин
ціанобактерій (вміст яких у клітині досягає 60 % загального вмісту
клітинних білків) [7]. У природних біоценозах синьозелені водорості
співіснують в угрупованнях із різноманітними хемоорганотрофними
бактеріями й утворюють із ними спільну біологічну одиницю [8, 18], але
не втрачають при цьому своєї індивідуальності, що характерно для бага-
тьох типів симбіозів [28]. Ценозоутворювальна роль водоростей зумовле-
на виділенням ними колоніального слизу (внаслідок чого поверхня си-
ньозелених водоростей є «ідеальною екологічною нішею» для росту
бактерій) та органічних сполук (полісахаридів, органічних кислот, фіто-
гормонів, вітамінів), що діють як стимулятори росту і можуть слугувати
для бактерій джерелом живлення [10]. Разом із тим деякі організми-су-
путники можуть інгібуватись антибіотиками, які також продукуються
ціанобактеріями [24]. У практичному аспекті ця група організмів ціка-
вить дослідників як об’єкт для створення ефективних асоціацій з бак-
теріями (добором найбільш сумісних штамів), вивчення їх дії на росли-
ни, можливості створення на їх основі активних препаратів [25].
Мета нашої роботи — дослідження впливу альгобактеріальних ком-
позицій на основі синьозеленої водорості Nostoc punctiforme і бульбочко-
вих бактерій Sinorhizobium meliloti на фізіологічні особливості росту, роз-
витку, симбіотичної азотфіксації люцерни.
Методика
Об’єктом досліджень була люцерна (Medicago sativa L.) сорту Ярославна
селекції Iнституту землеробства УААН. Насіння рослин інокулювали
штамами Sinorhizobium meliloti, взятими з колекції азотфіксувальних мік-
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роорганізмів Iнституту фізіології рослин і генетики НАН України (Київ):
виробничим штамом 425а, транспозоновими мутантами I-7 і Т17, реізо-
лятом АС08. Тn5-мутанти були отримані внаслідок міжродової кон’ю-
гації між Escherichia coli (pSUP2021::Tn5) i S. meliloti на агаризованому
середовищі ТY [14, 16] i відібрані за поліпшеними симбіотичними влас-
тивостями з-поміж інших генетично модифікованих бульбочкових бак-
терій. Бульбочкові бактерії S. meliloti 425а та АС08 вирощували на агари-
зованому середовищі 79 [26], Тn5-мутанти — на цьому ж середовищі з
канаміцином (200 мкг/мл) за 28 °С. Колби з рідким середовищем 79
засівали водними суспензіями бактерій (змив одного косяка) і культиву-
вали на качалці за 27—28 °С упродовж трьох діб. Для обробки насіння
використовували також бінарні альгобактеріальні суміші на основі синьо-
зеленої водорості Nostoc punctiforme, які отримували змішуванням моно-
культур бульбочкових бактерій (1·109 клітин/мл) і синьозеленої водорості
в об’ємному співвідношенні 1:1. Культуру N. punctiforme вирощували до
стаціонарної фази росту на поживному середовищі Фітцджеральда в мо-
дифікації Цендера й Горема [21] в колбах Ерленмейєра за 22±2 °С й
освітленості 4500—5000 лк. Концентрацію хлорофілу (Схл) у суспензії
клітин культури водорості визначали методом диференціальної флюоро-
метрії з використанням Planctofluorometer FL300-ЗM розробки Красно-
ярського університету [4]. Показник рівня життєздатності клітин або їх
потенційну фотосинтетичну активність (F) знаходили за різницею
інтенсивностей флуоресценції до і після внесення симазину як інгібітору
електронного транспорту фотосинтезуючих клітин [15]. Ці показники в
наших дослідженнях становили: Схл = 1506,6±13,4 мкг/л, F = 0,088.
Рослини люцерни вирощували в умовах вегетаційного досліду у
пластикових посудинах (на 10 кг субстрату) по 12 рослин на промитому
річковому піску, збагаченому сумішшю Гельрігеля [5] із 0,25 норми азо-
ту (1 норма відповідає 708 мг Са(NO3)2·4H2O на 1 кг піску) за вологості
субстрату 60 % і природного освітлення. Насіння люцерни поверхнево
стерилізували концентрованою сірчаною кислотою упродовж 5 хв, про-
мивали проточною водопровідною водою та інокулювали підготовлени-
ми суспензіями відповідних штамів бульбочкових бактерій, синьозеленої
водорості та бінарними суспензіями на основі бульбочкових бактерій S.
meliloti і водорості N. punctiforme. Контролями у досліді слугував варіант
без інокуляції та варіанти з обробкою насіння монокультурами S. meliloti
і N. punctiforme. Повторність досліду — семиразова. Протягом веге-
таційного періоду проведено три відбори рослин люцерни у фази: стеб-
лування (32-а доба після сходів), бутонізації (40-а доба) і цвітіння (50-а
доба). Ефективність інокуляції альго-ризобіальними композиціями
оцінювали за формуванням фотосинтетичного апарату, приростом маси
надземної частини люцерни та інтенсивністю симбіотичної азотфіксації.
Питому ацетиленвідновлювальну активність кореневих бульбочок
люцерни визначали за методом Харді [29] на газовому хроматографі й
обчислювали у мікромолях утвореного етилену за 1 год у перерахунку на
1 г бульбочок.
Вміст фотосинтетичних пігментів у листках люцерни визначали за
методикою Веллбурна [32]. Пігменти екстрагували диметилсульфокси-
дом (ДМСО). Для аналізу брали проби листків із середніх ярусів п’яти
рендомізованих рослин одного варіанта. Вимірювання проводили у три-
разовій біологічній повторності.
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Статистична обробка результатів виконана за методикою Доспєхова
[6] i програмою Excel.
Результати та обговорення
У результаті досліджень показано стимулювальний вплив передпосівної
інокуляції насіння люцерни штамами бульбочкових бактерій та синьозе-
леної водорості на наростання надземної частини протягом вегетації
рослин (табл. 1). Показники рістстимулювального ефекту порівняно з
контролем коливалися в межах 23—78 % у фазу стеблування, 9—54 — у
фазу бутонізації та 32—93 % — у фазу початку цвітіння рослин і залежа-
ли від компонентів інокуляційних суспензій, які застосовували для об-
робки насіння. Маса надземної частини рослин люцерни за інокуляції
N. punctiforme перевищувала аналогічні показники у варіантах, де насіння
обробляли виробничим штамом 425а S. meliloti (у всіх фазах розвитку) та
реізолятом АС08 (у фази стеблування й бутонізації). За отриманими ре-
зультатами, вплив синьозеленої водорості N. punctiforme порівнюваний із
дією перспективних високоефективних Тn5-мутантів I-7 і Т17 бульбоч-
кових бактерій (які відібрані у попередніх дослідженнях і характеризу-
ються підвищеними азотфіксувальною активністю й ефективністю [3]).
Позитивний вплив ціанобактерій на ріст рослин може бути пов’язаний
із синтезом ними ауксино- і гібереліноподібних речовин.
За умов бінарної інокуляції насіння люцерни сумішами бульбочко-
вих бактерій і синьозеленої водорості виявлено різноспрямований вплив
цих асоціацій мікроорганізмів на показники маси надземної частини
рослин порівняно з варіантами моноінокуляції. Бінарна обробка приво-
дила як до активування процесів росту люцерни, так і до їх сповільнен-
ня — залежно від комбінації інокуляційних агентів у сумішах. Так, у фа-
зу стеблування за бінарної інокуляції люцерни виробничим штамом 425а
S. meliloti з культурою водорості фіксували зниження маси надземної ча-
стини рослин порівняно з моноінокуляцією штамом 425а (див. табл. 1).
У фазу бутонізації з цим же штамом за умов моно- і бінарної обробки
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ТАБЛИЦЯ 1. Динаміка маси надземної частини люцерни, інокульованої моно- й бінарними 
суспензіями мікроорганізмів (бульбочкові бактерії + Nostoc punctiforme) 
Маса надземної частини, г, у фазу розвитку рослин 
Варіант 
стеблування бутонізація бутонізація—початок цвітіння 
Без інокуляції 0,42±0,02 1,17±0,06 1,25±0,02 
Nostoc 0,62±0,02 1,64±0,09 1,70±0,07 
425а 0,57±0,01 1,39±0,10 1,83±0,03 
АС08 0,59±0,03 1,47±0,12 2,42±0,12 
Тn5-мутант I-7 0,62±0,04 1,28±0,07 1,78±0,15 
Тn5-мутант Т17 0,65±0,04 1,59±0,13 1,83±0,04 
425а + Nostoc 0,52±0,03 1,39±0,07 1,66±0,04 
АС08 + Nostoc 0,65±0,02 1,33±0,13 2,06±0,19 
I-7 + Nostoc 0,68±0,03 1,67±0,10 1,94±0,12 
Т17 + Nostoc 0,75±0,08 1,81±0,18 1,92±0,03 
 
насіння показники маси надземної частини рослин не відрізнялись між
собою, а у фазу цвітіння за бінарної інокуляції — знижувались на 9,3 %. 
Внаслідок інокуляції насіння бінарною композицією на основі ре-
ізоляту АС08 із N. punctiforme досліджуваний показник порівняно з мо-
ноінокуляцією АС08 у фазу стеблування зростав на 10,2 %, а у фази бу-
тонізації й початку цвітіння — знижувався відповідно на 9,5 і 14,9 %.
Вірогідно, між цими організмами на пізніших етапах розвитку встанов-
люються конкурентні взаємовідносини. У лабораторних дослідах із чис-
тими культурами N. punctiforme і S. meliloti на агаризованих газонах по-
казано, що N. punctiforme пригнічує ріст досліджуваних ризобій. Проте за
бінарної інокуляції люцерни N. punctiforme з Тn5-мутантами I-7 і Т17 ви-
явлено стимулювальний вплив цих консорціумів мікроорганізмів на ріст
рослин у досліджувані фази розвитку. За обробки насіння суспензією
N. punctiforme + S. meliloti I-7 цей показник у фазу стеблування зростав
на 9,7 %, у фазу бутонізації — на 30,5, у фазу початку цвітіння рослин —
на 9 %. Приріст маси надземної частини люцерни у разі застосування
комбінації мікроорганізмів Т17 + N. punctiforme становив 15,4 % порів-
няно з моноінокуляцією Т17 і 21 % — порівняно з моноінокуляцією 
N. punctiforme (у фазу стеблування), 13,8 і 10,4 % (у фазу бутонізації), 5 і
13 % відповідно (у фазу бутонізації—початку цвітіння). Отже, серед за-
лучених мікроорганізмів Тn5-мутанти I-7 і Т17 за впливом на ріст над-
земної частини рослин виявились найефективнішими, і в цьому разі є
найбільш сумісними мікроорганізмами-партнерами для створення штуч-
них асоціацій. Iз літератури відомо, що внаслідок виділення клітинами
азотфіксувальних водоростей поліпептидів, амінокислот, полісахаридів,
вітамінів у слизовому оточенні цих клітин створюється сприятливе сере-
довище для росту інших мікроорганізмів [22]. 
Характер дії відібраних штамів мікроорганізмів перевіряли і за їх
впливом на пігментний склад рослин. Відомо, що ефективність різних
штамів бульбочкових бактерій та їх асоціацій з іншими організмами че-
рез азотний статус рослини впливає на повноцінне формування і по-
дальше функціонування фотосинтетичного апарату. Саме наявність до-
ступного для рослин азоту визначає ефективність функціонування
симбіотичних угруповань і через включення його у різноманітні струк-
турні й регуляторні білки може індукувати та модулювати низку про-
цесів, які здійснюються на мембранах органоїдів (у тім числі й на мем-
бранах хлоропластів) і зумовлюють зміни їхньої структурної організації
[1, 9].
У листках досліджуваних рослин, насіння яких перед посівом було
оброблене бінарними композиціями бульбочкових бактерій і синьозеле-
ної водорості, відмічено найвищий вміст хлорофілів а і b, що підтвер-
джує стимулювальний вплив цих асоціацій мікроорганізмів на форму-
вання фотосинтетичного апарату рослин (табл. 2). Проте ці показники
різнились за варіантами досліду залежно від фази вегетації рослин і не
завжди корелювали з рівнем азотвідновлювальних процесів у симбіотич-
них системах. Iз початком цвітіння люцерни фіксований азот атмосфе-
ри витрачався, вірогідно, в основному на синтез інших азотовмісних
сполук, що обумовило переважне зниження вмісту хлорофілів у фазу
цвітіння (див. табл. 2). Проте різниця між вмістом хлорофілів у листках
рослин за бінарної і моноінокуляції залишалась вірогідною.
Відомо, що показник питомої азотвідновлювальної активності по-
в’язаний із масою бульбочок на рослині. Ми спробували оцінити ефек-
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тивність азотфіксації люцерни за умов бінарної інокуляції у фазу бу-
тонізації—початку цвітіння рослин. У цей період маса надземної части-
ни рослин наближається до максимуму, ріст вегетативних органів ослаб-
люється, потік пластичних речовин спрямовується на формування
генеративних органів люцерни, що в результаті супроводжується зни-
женням нітрогеназної активності. У наших дослідженнях збільшення ма-
си бульбочок у варіантах з альго-ризобіальною інокуляцією (рисунок) за
участю генетично змінених бульбочкових бактерій частково нівелювало
зниження питомої азотфіксувальної активності симбіотичного комплек-
су люцерни.
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ТАБЛИЦЯ 2. Вміст хлорофілів а і b в листках люцерни, інокульованої моно- й бінарними 
суспензіями мікроорганізмів (бульбочкові бактерії + Nostoc punctiforme) 
Хлорофіл а, мг/г сирої 
речовини 
Хлорофіл b, мг/г сирої 
речовини 
Варіант 
I відбір, 
25.06.08 
II відбір, 
09.07.08 
I відбір, 
25.06.08 
II відбір, 
09.07.08 
Без інокуляції 0,87±0,06 0,76±0,02 0,55±0,04 0,32±0,02 
Nostoc 1,83±0,05 1,82±0,05 0,65±0,02 0,62±0,03 
425а 1,78±0,01 1,21±0,03 0,64±0,03 0,46±0,01 
АС08 2,17±0,05 1,48±0,06 0,73±0,02 0,59±0,04 
Тn5-мутант I-7 1,73±0,12 0,98±0,04 0,66±0,05 0,42±0,01 
Тn5-мутант Т17 2,47±0,10 1,03±0,02 0,83±0,05 0,41±0,00 
425а + Nostoc 1,93±0,09 1,29±0,04 0,66±0,04 0,36±0,03 
АС08 + Nostoc 2,22±0,01 2,59±0,03 0,91±0,05 0,83±0,01 
Тn5-мутант I-7 + Nostoc 2,18±0,02 1,06±0,04 0,76±0,01 0,45±0,01 
Тn5-мутант Т17 + Nostoc 2,53±0,06 2,21±0,04 0,85±0,01 0,75±0,03 
 
Маса кореневих бульбочок люцерни, інокульованої моно- й бінарними суспензіями мікро-
організмів (бульбочкові бактерії + Nostoc punctiforme) у фазу бутонізації—початку цвітіння
Згідно з даними табл. 3, питома азотфіксувальна активність (АФА)
бульбочок рослин, інокульованих альго-ризобіальними композиціями
АС08 + N. punctiforme і 425а + N. punctiforme поступалась варіантам за мо-
ноінокуляції цими ризобіями. У симбіотичних системах, утворених на
основі Тn5-мутантів I-7 і Т17 за модулювального впливу N. punctiforme,
інтенсивність питомої АФА з урахуванням похибки досліду залишалась
на рівні показника АФА за моноінокуляції відповідними Тn5-мутантами.
Отже, з отриманих результатів можна зробити висновок про мож-
ливість використання ціанобактерій в агробіотехнології з метою сти-
мулювання росту й розвитку люцерни. На основі цих мікроорганізмів
можна створювати змішані мікробні асоціації (ціанобактеріальні консор-
ціуми), а їх склад — підбирати й модифікувати.
Встановлено, що обробка насіння люцерни азотфіксувальними бак-
теріями S. meliloti та синьозеленою водорістю N. punctiforme, а також
їхніми бінарними культуральними сумішами стимулює ріст і розвиток
рослин (збільшує при цьому надземну масу рослин, вміст хлорофілів а і b)
й у варіантах із генетично модифікованими сумісними бульбочковими
бактеріями не призводить до зниження питомої АФА. Проте комплекс-
на бактеризація насіння цими мікроорганізмами може бути ефективною
лише в разі добору сумісних інокуляційних партнерів (оскільки в деяких
бінарних варіантах досліджувані показники знижувались). Це можна по-
яснити тим, що крім «корисних» біологічно активних речовин (фітогор-
монів, вітамінів, полісахаридів), синьозелені водорості в процесі своєї
життєдіяльності виділяють антибіотики й токсичні речовини, які, віро-
гідно, негативно впливають на бактеріальні клітини окремих штамів. У
наших експериментах із люцерною найефективнішими композиціями
мікроорганізмів були варіанти сумісної інокуляції N. punctiforme з Тn5-му-
тантами I-7 і Т17, які за досліджуваними показниками перевищували від-
повідні їм варіанти моноінокуляції. Додаткові дослідження сумісності й
ефективності альго-ризобіальних угруповань можуть розширити можли-
вості їхнього застосування в агрокультурі, використання для розробки й
удосконалення сучасних агротехнологій, спрямованих на отримання еко-
логічно чистої продукції за одночасного збільшення родючості ґрунтів.
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Питома АФА, мкмоль С2Н4/(г бульбочок·год) 
Варіант 
Моноінокуляція Бінарна інокуляція 
Без інокуляції 0 0 
N. punctiforme — — 
425a 52,74±3,15 44,76±2,10 
AC08 49,64±2,70 41,42±2,44 
Тn5-мутант I-7 29,67±2,57 27,66±1,28 
Тn5-мутант Т17 50,37±2,12 50,43±3,12 
П р и м і т к а: «—» не визначали. 
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Исследовано альго-ризобиальное взаимодействие микроорганизмов, стимулирующих об-
разование клубеньков на корнях, активизирующих процесс азотфиксации у люцерны, по-
ложительно влияющих на формирование фотосинтетического аппарата. Установлено, что
обработка семян люцерны клубеньковыми бактериями и синезеленой водорослью Nostoc
punctiforme, а также их бинарными культуральными смесями стимулирует рост и развитие
растений. Наиболее эффективными композициями микроорганизмов оказались варианты
совместной инокуляции N. punctiforme с Тn5-мутантами I-7 и Т17, которые по исследуе-
мым параметрам превышали соответствующие им варианты моноинокуляции.
THE RESEARCH OF EFFECTIVENESS OF AGROCOOPERATION OF NITROGEN
FIXING MICROORGANISMS
O.V. Patsko,1 N.A. Vorobey,2 S.Ya. Kots,2 T.V. Parshikova1
1Taras Shevchenko Kyiv National University
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31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine
The algae-bacteria interaction of microorganisms was investigated. It was shown that using of the
compositions of nodule bacteria and cyanobacteria stimulated the formation of the nodules on the
roots of Medicago sativa and have positive influence on the photosynthetic pigments of plants.
Inoculation of the seeds of Medicago sativa by nitrogen fixing bacteria and cyanobacteria N. punc-
tiforme and their binary compositions stimulated the growth and development of plants. The most
effective compositions of microorganisms were in the variants of joint inoculation N. punctiforme
with Tn5-mutant I-7 and T17, wich exceeded the investigated parameters of the corresponded
variants with monoinoculation.
Key words: Sinorhizobium meliloti, Nostoc punctiforme, Medicago sativa, nitrogen fixation, coope-
ration of microorganisms.
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